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АННОТАЦИЯ
Введение. Спинальная мышечная атрофия (СМА) — это моногенное наследственное нейродегенеративное забо-
левание, которое возникает в результате недостатка функционального белка SMN (survival motor neuron protein), 
вызванного мутациями в гене SMN1. Компания BIOCAD разрабатывает отечественный препарат для лечения СМА 
ANB4 на основе рекомбинантного аденоассоциированного вируса 9-го серотипа (rAAV9), несущего ген SMN1. Опре-
деление in vitro функциональной активности ANB4 позволит более полно охарактеризовать лекарственный препарат.
Цель исследования — разработка точного и воспроизводимого функционального теста in vitro, который отражает 
клинический механизм действия препарата ANB4.
Материалы и методы. Для моделирования СМА проводили нокдаун гена SMN1 посредством трансфекции малой 
интерферирующей РНК. Уровень белка SMN оценивали методом иммуноферментного анализа. Функциональную ак-
тивность препарата определяли по уровню продукции белка Gemin2 методом вестерн-блоттинга.
Результаты. Разработанная методика оценки функциональной активности препарата ANB4 для лечения СМА 1-го 
типа (rAAV9, несущий ген SMN1) позволила получить точные и воспроизводимые результаты. Уровень Gemin2 по-
сле нокдауна SMN1 и внесения препарата восстанавливался до контрольных значений соизмеримо восстановлению 
уровня белка SMN.
Заключение. Методика отражает клинический механизм действия препарата ANB4 для лечения СМА. При оценке 
функциональной активности in vitro получали точные и воспроизводимые результаты в соответствии с предъявляе-
мыми стандартами, включая принципы 3R. 
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ABSTRACT
BACKGROUND: Spinal muscular atrophy (SMA) is a monogenic neurodegenerative disease. SMA is caused by a deficiency of 
the functional survival motor neuron protein (SMN) as a result of a mutation in the SMN1 gene. BIOCAD is developing a domestic 
gene therapy drug for the treatment of SMA based on recombinant adeno-associated virus serotype 9 (rAAV9) carrying the 
SMN1 gene (ANB4). In vitro evaluation of the functional activity of ANB4 will allow a more complete characterization of the 
drug.
AIM: Development of an accurate and reproducible in vitro functional test that reflects the clinical mechanism of action of 
ANB4.
METHODS: To model SMA, the SMN1 gene was knocked down by transfection with small interfering RNA. Amount of the SMN 
protein was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. The functional activity of the drug was evaluated by analysis 
of Gemin2 protein level using the western blot analysis.
RESULTS: Analytical method has been developed to assess the functional activity of the ANB4 drug for the treatment of SMA 
type 1 (rAAV9 carrying the SMN1 gene). The developed technique made it possible to obtain accurate and reproducible results. 
Production of Gemin2 after knockdown of SMN1 and the introduction of exogenous SMN1 gene was restored to control values, 
comparable with the restoration of the level of the SMN protein.
CONCLUSION: The developed technique closely reflects the clinical mechanism of action of the ANB4 drug for the treatment 
of SMA. By evaluating the functional activity in vitro, accurate and reproducible results were obtained in accordance with 
the required standards, including the principles of 3R.
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ВВЕДЕНИЕ
Технология производства генотерапевтических ле-

карственных препаратов является относительно новой, 
отличается сложностью, и для разработки и производ-
ства безопасных, эффективных и качественных препара-
тов необходимо исследовать характеристики продукта 
на протяжении всего процесса. Одним из важнейших 
показателей качества генотерапевтических лекарствен-
ных препаратов является биологическая активность 
[1] — способность препарата оказывать определённый 
биологический эффект. Количественная мера биологи-
ческой активности — специфическая активность. Пока-
затель специфической активности используется в анали-
зах сопоставимости при изменении в производственном 
процессе, для оценки качества производственных серий 
(в том числе клинических), подлинности, стабильности, 
характеризации продукта [1–4]. 

По возможности в анализ биологической активности 
входит измерение функциональной активности нуклео-
тидной последовательности или продукта её экспрессии. 
Все анализы желательно проводить in vitro в соответствии 
с принципом 3R (Replacement, Reduction, Refinement) [1, 5]: 
• Replacement — замена или отказ от использования 

животных; 
• Reduction — уменьшение количества животных 

до необходимого и достаточного уровня; 
• Refinement — улучшение условий проведения экс-

периментов при использовании животных. 
Разработка in vitro тестов по определению биологи-

ческой или функциональной активности связана с рядом 
специфических для генотерапевтических лекарственных 
препаратов особенностей [2]: 

1) получение вариабельных данных из-за исполь-
зования биологических систем (например, клеточных 
линий) [6, 7];

2) выбор релевантной клеточной модели. Для оценки 
активности генотерапевтических лекарственных препа-
ратов необходимо, чтобы клеточная линия была пермис-
сивной и компетентной для экспрессии трансгена. Так, 
при определении биологической активности могут быть 
использованы модельные клеточные линии, эффектив-
ность трансдукции которых иногда значительно отлича-
ется от эффективности трансдукции целевых клеток [2];

3) ограниченное количество наработанного препара-
та для разработки и проведения тестов по определению 
функциональной активности, особенно на ранних этапах 
разработки [2].

Определение функциональной активности in vitro 
производственных серий позволяет получать исчер-
пывающую информацию об активности лекарственного 
средства [2].

В настоящем исследовании рассматривается функцио-
нальный тест для оценки генотерапевтического лекар-
ственного препарата для лечения спинальной мышечной 

атрофии (СМА) на основе рекомбинантного аденоассоци-
ированного вектора 9-го серотипа, несущего ген SMN1.

Спинальная мышечная атрофия — это моногенное 
наследственное нейродегенеративное заболевание, ко-
торое возникает в результате недостатка функциональ-
ного белка SMN (survival motor neuron protein), вызван-
ного  мутациями в гене SMN1. Необходимо отметить, 
что существует гомологичный ген SMN2, который ко-
дирует белок SMNΔ7. Наиболее значимое отличие гена 
SMN2 от SMN1 заключается в точечной замене цитозина 
на тимин в экзоне 7, что приводит к вырезанию данного 
экзона во время сплайсинга [8, 9]. В то время как полно-
размерный белок стабилен, белок SMNΔ7 быстро раз-
рушается. По-видимому, пропуск экзона 7 приводит 
к более раннему распознаванию мотива из четырёх ами-
нокислот EMLA (Glu-Met-Leu-Ala), кодируемого экзоном 
8. EMLA служит сигналом деградации, что объясняет по-
ниженную стабильность SMNΔ7 [10].

Как следствие, SMN2 производит только около 10–
15% белка по сравнению с SMN1. Ген SMN2 не может 
полностью компенсировать SMN1, так как SMN пред-
ставляет собой многофункциональный белок, который 
локализуется в ядре, цитоплазме, аксонах и нервно-мы-
шечном соединении [8, 9]. Тяжесть заболевания обратно 
пропорциональна количеству копий гена SMN2.

Спинальная мышечная атрофия делится на пять 
различных типов. Наиболее распространённая фор-
ма — СМА 1-го типа с симптомами, проявляющимися 
в течение первых 3 мес после рождения. Эти пациенты 
не могут самостоятельно сидеть или контролировать по-
ложение головы и умирают в течение первых 2–3 лет 
жизни [9].

Одна из важнейших и хорошо изученных функций 
белка SMN — участие в сборке малых ядерных рибо-
нуклеопротеиновых комплексов (snRNP) [11, 12]. SMN 
в комплексе с белком Gemin2, уровень которого напря-
мую зависит от продукции белка SMN [13], участвует 
в специфичной сборке (рис. 1) гептамерного кольца бел-
ков Sm на целевых малых ядерных РНК (snRNA) [11, 12].

Белок Gemin2 стягивает пентамерное кольцо Sm 
D1(met)/D2/F/E/G, что мешает взаимодействию с неце-
левыми snRNA [14]. Только взаимодействие комплекса 
SMN со специфичной вторичной структурой snRNA и свя-
зывание пентамера Sm D1(met)/D2/F/E/G с PuAUUUNUGPu 
(cпецифичный сайт связывания Sm белков с snRNA)  
приводит к уменьшению стягивания пентамера Sm 
D1(met)/D2/F/E/G и присоединению SmD3(met)/B(met) 
для завершения сборки комплекса snRNP [12–19]. В ре-
зультате снижения уровня белка SMN уменьшается об-
щее количество комплексов snRNP и, как следствие, это 
приводит к нарушению сплайсинга. 

Белок SMN также участвует в репарации двуцепочеч-
ных разрывов и влияет на уровень ROCK-белков [20–23]. 
Утрата более одной функции белка SMN способствует 
дегенерации моторных нейронов [9]. 
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На сегодняшний день одобрено 3 препарата для ле-
чения СМА: Нусинерсен (Спинраза) производства компа-
нии «Биоген Нидерландз Б.В.» (Нидерланды); Рисдиплам 
(«Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд», Швейцария) и Онасемно-
ген абепарвовек (Золгенсма; Novartis International AG, 
Швейцария), все они зарегистрированы в России [24]. 
Механизм действия Нусинерсена и Рисдиплама основан 
на модификации сплайсинга гена SMN2. Механизм дей-
ствия Онасемногена абепарвовек заключается в вирус-
ной доставке гена SMN1, кодирующего полноразмерный 
белок SMN. Компания BIOCAD разрабатывает отечествен-
ный препарат для лечения СМА на основе рекомбинант-
ного аденоассоциированного вируса 9-го серотипа, не-
сущего ген SMN1, — ANB4.

Цель исследования — разработка точного и воспро-
изводимого функционального теста in vitro, который от-
ражает клинический механизм действия препарата ANB4.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Культивирование 
Субкультивирование клеточной линии HeLa осущест-

вляли на среде DMEM («ПанЭко», Россия), содержащей 
глутамин («ПанЭко», Россия) и инактивированную сыво-
ротку FBS (Gibco, Великобритания). Флакон с клеточной 

культурой инкубировали в СО2-инкубаторе (Binder, Гер-
мания).

Трансфекция
Трансфекцию проводили с использованием реагента 

Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, США), сре-
ды Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific, США), реагента 
siNeg (Thermo Fisher Scientific, США), реагента siSMN1 
(Thermo Fisher Scientific, США). Использовали 6-луноч-
ный (Corning, США) и 24-луночный (Eppendorf, Германия) 
форматы планшета. 

Трансдукция
Трансдукцию проводили в 24-луночном планшете. 

Вносили препарат ANB4. Содержимое планшета пере-
мешивали на шейкере (Biosan, Латвия), после чего ин-
кубировали планшеты в CO2-инкубаторе. В 6-луночном 
планшете смотрели только нокдаун гена SMN1 без ре-
интродукции белка SMN.

Определение концентрации общего белка 
Для проведения иммуноферментного анализа и ве-

стерн-блоттинга предварительно в исследуемых кле-
точных лизатах измеряли концентрацию общего белка 
с помощью коммерческого набора Pierce BCA Protein 
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Лизис клеток 

Рис. 1. Сборка комплексов snRNP на целевой snRNA: 1 — присоединение целевой РНК и раскрытие пентамерного Sm-кольца; 
2 — завершение сборки комплекса snRNP после присоединения SmD3(met)/B(met). Иллюстрация сделана в программе BioRen-
der. PuAUUUNUGPu — специфичный сайт связывания белков Sm с snRNA.
Fig. 1. Assembly of snRNP complexes on the target snRNA: 1 — binding of the target RNA and opening of the pentameric Sm-ring; 2 — 
completion of assembly of the snRNP complex after binding of SmD3(met)/B(met). The illustration is made in the BioRender program. 
PuAUUUNUGPu — specific binding site for Sm proteins to snRNA.

PuAUUUNUGPu
(Sm-сайт)

1

2

U1 snRNA
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осуществляли после трипсинизации. Открепившиеся 
клетки лизировали экстрагирующим буфером (Abcam, 
США), содержащим ингибиторы протеаз (Roche, Швей-
цария). В 96-луночный планшет (Corning, США) вноси-
ли разведённые исследуемые клеточные лизаты в двух 
повторах и разведённые образцы калибровочной кри-
вой, содержащие бычий сывороточный альбумин опре-
делённой концентрации (BSA) (Thermo Fisher Scientific, 
США). Для количественного определения общего белка 
добавляли рабочий раствор, приготовленный из реа-
гентов А и В набора для определения белка (Thermo 
Fisher Scientific, США). Оптическую плотность раство-
ров измеряли в диапазоне длин волн зелёного спек-
тра излучения, по калибровочной кривой определяли 
концентрацию общего белка в исследуемых клеточных 
лизатах.

Иммуноферментный анализ
Концентрацию белка SMN в клеточных лизатах HeLa 

определяли посредством иммуноферментного анализа, 
где на используемом планшете (Abcam, США) были им-
мобилизованы моноклональные антитела к белку SMN. 
После взаимодействия иммобилизованных антител 
и клеточного лизата последовательно добавляли по-
ликлональные кроличьи антитела к SMN (Abcam, США), 
а затем раствор антивидовых антител, конъюгирован-
ных с HRP (Abcam, США). Вносили раствор субстратной 
смеси с хромогенным субстратом тетраметилбензиди-
ном (Abcam, США). Реакцию тетраметилбензидина с HRP 
останавливали добавлением стоп-раствора (Abcam, 
США) и измеряли оптическую плотность растворов 
в лунках на микропланшетном спектофотометре M Plex 
(Tecan, Швейцария). Концентрацию белка SMN в образ-
це определяли по калибровочному графику, построен-
ному с использованием данных оптической плотности 
стандартных растворов с помощью ПО Magellan Tracker 
(Tecan, Швейцария).

Вестерн-блоттинг 
Для проведения вестерн-блоттинга осуществляли 

разделение белков в 10% полиакриламидных гелях. 
Клеточные лизаты вносили после проведения терми-
ческой денатурации. Электрофорез проводили в де-
натурирующих условиях при постоянном напряжении 
90 В до достижения цветовым индикатором нижней 
границы геля. По завершении осуществляли перенос 
белков на нитроцеллюлозную мембрану при постоянной 
силе тока 200 мА. Для блокировки неспецифической 
сорбции нитроцеллюлозной мембраны использовали 
раствор BSA. Затем мембрану инкубировали с монокло-
нальными кроличьими антителами против винкулина 
(Abcam, США) и поликлональными кроличьими анти-
телами против Gemin2 (LsBio, США). Для детекции ис-
пользовали раствор конъюгированных со щелочной фос-
фатазой поликлональных козьих антител (Abcam, США). 

Проявляли щелочную фосфатазу набором AP Conjugate 
Substrate Kit (Bio-Rad, США).  

Статистическая обработка
Статистическую обработку данных проводили с по-

мощью программ Excel 2016 (Microsoft, США) и GraphPad 
Prism 9.5.1. Значимость различий значений в исследуе-
мых группах оценивали с помощью непараметрического 
критерия Манна–Уитни. Данные на гистограммах пред-
ставлены в виде среднего значения (M) ± стандартное 
отклонение (SD). За пороговый уровень статистической 
значимости было принято p=0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Для оценки функциональной активности белка SMN 

проводили моделирование СМА, которое заключалось 
в снижении уровня исследуемого белка посредством 
нокдауна гена SMN1 при помощи малой интерферирую-
щей РНК, специфичной к гену SMN1 (siSMN1), в клеточ-
ной линии HeLa. Результаты репрезентативного экспе-
римента по оценке продукции белка SMN представлены 
на рис. 2.

В результате проведения нокдауна гена SMN1 уро-
вень белка SMN снижался более чем в 7 раз по сравне-
нию с контрольными нетрансфицированными клетками. 
Для демонстрации специфичности siSMN1 использова-
ли контрольную малую интерферирующую РНК (siNeg), 
не приводящую к РНК-интерференции. Концентрация 
белка SMN не снижалась в клеточных лизатах с siNeg 
в сравнении с контрольными. 

Для исследования функциональной активности SMN 
проводили оценку уровня белка Gemin2, который не-
обходим для специфичной сборки snRNP на целевых 
snRNA. Концентрация Gemin2 зависит от продукции 
SMN, а уровень белка SMN не изменяется при снижении 
Gemin2 [13, 25]. Результаты оценки Gemin2 представлены 
на рис. 3. 

Уменьшение продукции белка SMN в клеточной ли-
нии HeLa приводило к снижению содержания Gemin2, 
что согласуется с литературными данными [13, 25]. 
В среднем снижение уровня Gemin2 в двух эксперимен-
тах составило 75% по сравнению с контролем (p=0,0002) 
с относительным стандартным отклонением (RSD) 10%. 

После подтверждения зависимости Gemin2 от про-
дукции белка SMN проводили оценку функциональной 
активности терапевтического продукта ANB4, получен-
ного в компании BIOCAD. Для этого выполняли транс-
фекцию siSMN1 клеточной линии HeLa и вносили пре-
парат ANB4.

После инкубации с препаратом готовили клеточные 
лизаты и оценивали уровень белка SMN. Результаты ре-
презентативного эксперимента по оценке концентрации 
изучаемого белка после нокдауна SMN1 и трансдукции 
ANB4 представлены на рис. 4.
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Трансдукция ANB4 клеток HeLa с нокдауном SMN1 
приводила к восстановлению белка SMN по сравнению 
с образцами, где осуществляли только нокдаун SMN1. 
В клеточных лизатах с нокдауном SMN1 и трансдукцией 

ANB4 оценивали уровень Gemin2. Результаты представ-
лены на рис. 5.

Уровень Gemin2 после нокдауна SMN1 составил менее 
40% от контрольных значений. Трансдукция препаратом 

Рис. 3. Результаты оценки уровня белка Gemin2: a — кон-
трастное изображение мембраны с проявленными белками 
Gemin2 и винкулин (Vinculin) после нокдауна SMN1; b — уро-
вень Gemin2 после нокдауна SMN1 (гистограмма построена 
на основе данных, полученных после обработки блота в про-
грамме Image Studio Digits).
Fig. 3. Results of evaluation of Gemin2 protein level: a — contrast 
image of the membrane with Gemin2 and Vinculin proteins after 
SMN1 knockdown; b — Gemin2 level after SMN1 knockdown (the 
histogram is made on the basis of data obtained after processing 
the blot in the Image Studio Digits program).

Рис. 4. Концентрация белка SMN в клеточных лизатах HeLa 
после нокдауна SMN1 и трансдукции ANB4.
Fig. 4. SMN protein concentration in HeLa cell lysates after SMN1 
knockdown and ANB4 transduction.
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Рис. 2. Концентрация белка SMN в клеточных лизатах после 
нокдауна SMN1. Представлены средние значения со стандарт-
ными отклонениями.
Fig. 2. SMN protein concentration in cell lysates after SMN1 
knockdown. Mean values  with standard deviations are presented.
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Рис. 5. Результат оценки функциональной активности ANB4: 
a — контрастное изображение мембраны с проявленными 
белками Gemin2, винкулин (Vinculin); b — гистограмма уровня 
белка Gemin2 клеточных лизатов HeLa после нокдауна SMN1 
и трансдукции ANB4.
Fig. 5. The result of evaluation of the functional activity of ANB4: 
a — contrast image of the membrane with the proteins Gemin2, 
Vinculin; b — histogram of Gemin2 level in HeLa cell lysates after 
SMN1 knockdown and ANB4 transduction.
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ANB4 после нокдауна гена SMN1 приводила к восста-
новлению продукции белка SMN, а также уровня Gemin2 
в среднем до 80% от контрольных значений. Продукция 
Gemin2 после трансфекции siNeg и внесения препарата 
ANB4 значимо не отличалась от контрольных значений 
(результаты не показаны). На рис. 5, b представлены 
относительные значения Gemin2 после нокдауна SMN1 
и трансдукции препаратом (статистически значимо от-
личаются, p=0,0286), полученные после обработки бло-
тов в программе Image Studio Digits. RSD восстановления 
уровня Gemin2 между двумя экспериментами составляло 
2,97%. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Один из возможных методов измерения функцио-

нальной активности SMN — оценка эффективности 
сборки snRNP комплексов in vitro. Методика количе-
ственной оценки комплексов snRNP имеет несколько 
форматов проведения: иммуноферментный анализ и ко-
иммунопреципитация комплексов snRNP при использо-
вании магнитных частиц [26, 27]. Было принято решение 
адаптировать метод для количественной оценки актив-
ности препарата ANB4, однако нам не удалось получить 
воспроизводимые результаты, а именно статистически 
значимые различия между исследуемыми группами 
(результаты не показаны): группа контроля — нетранс-
фицированные и нетрансдуцированные клетки; груп-
па siNeg — клетки, трансфицированные siNeg; группа 
siSMN1 — клетки, трансфицированные siSMN1; группа 
siSMN1/ANB4 — клетки, трансфицированные siSMN 
и трансдуцированные препаратом ANB4. Таким образом, 
перед нами стояла задача разработки метода оценки 
функциональной активности препарата.

По литературным данным, активность белка SMN мо-
жет быть оценена по количеству фосфорилированного 
гистона H2AX — маркёра двуцепочечных разрывов ДНК 
[20, 21], по уровню фосфорилирования белков сигнальных 
путей mTOR [28, 29] и ROCK [22, 23], а также по уровню 
Gemin2 [13, 25]. При апробации вышеперечисленных ме-
тодов воспроизводимые данные получены при измерении 
уровня Gemin2 после моделирования СМА (см. рис. 2–5). 
Gemin2 после нокдауна SMN1 и внесения препарата ANB4 
восстанавливался до контрольных значений соизмеримо 
восстановлению продукции белка SMN.

Для оценки функциональной активности препарата 
Онасемноген абепарвовек измеряют количество телец 
Gems (Gemini) [30]. Коилин-независимые тельца Gems 
(или «близнецы» телец Кахаля) содержат белки, кото-
рые входят в комплекс SMN, однако роль телец Gems 
неизвестна [31, 32]. Оценка количества телец Gemini по-
казывает фенотипическое изменение (увеличение коли-
чества телец после трансдукции препарата), что лишь 
косвенно характеризует механизм действия препарата 
Онасемноген абепарвовек in vitro.

Gemin2 является ключевым белком в биогенезе 
snRNP, захватывая пять из семи Sm-белков, предотвра-
щает неспецифическое взаимодействие с нецелевыми 
РНК по принципу отрицательной обратной связи [14]. Ра-
нее было показано, что делеция гена Gemin2 у мышей 
вызывает эмбриональную летальность на более ранней 
стадии, чем делеция гена SMN1, а восстановление уров-
ня Gemin2 может купировать симптомы СМА у мышей 
[33]. Следует отметить, что содержание белка SMN на-
прямую влияет на уровень Gemin2, что также показано 
на клетках пациентов со СМА [34]. 

При СМА и моделировании заболевания происходит 
потеря стабилизирующей функции белка SMN в ком-
плексе SMN, что особенно критично для взаимодей-
ствия SMN–Gemin2 [25, 35]. В отсутствие белка SMN 
изменяется конформация аминокислотного участка 
95-280 Gemin2, что приводит к снижению стабильно-
сти Gemin2 [19]. В результате нарушения продукции 
SMN снижается уровень клеточного Gemin2 [19]. Не ис-
ключают также возможность участия SMN в регуляции, 
транскрипции Gemin2, процессинге РНК Gemin2, нару-
шение которых может также приводить к снижению 
уровня Gemin2 [35].

Таким образом, измерение уровня белка Gemin2 луч-
ше отражает клинический механизм действия и больше 
подходит при оценке функциональной активности пре-
парата для лечения СМА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Представленная в исследовании методика отража-

ет клинический механизм действия препарата ANB4 
для терапии спинальной мышечной атрофии. При оцен-
ке функциональной активности in vitro получали точные 
и воспроизводимые результаты в соответствии с предъ-
являемыми стандартами, включая принципы 3R. 

При использовании разработанной методики была 
показана высокая функциональная активность оте-
чественного препарата ANB4, что подтверждается 
данными доклинических исследований. В дальней-
шем разработанная методика анализа будет исполь-
зоваться для контроля качества клинических серий 
препарата.
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